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© Verfahren zur radioimmunologischen Bestimmung von Prokollagen (Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III) zur 
Herstellung von fur das Verfahren geeignetem Prokollagen-Peptid (Typ III) und zur Herstellung von 
Anti-Prokollagen-Peptid (Typ IH)-Serum. 

© 2ur radioimmunologischen Bestimmung von Prokolla- 
gen (Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III) werden eine 
bestimmte Menge radioaktiv markiertes Prokollagen (Typ III) 
Oder Prokollagen-Peptid (Typ III) und ein hochspezifisches 
Anti-Prokollagen- (Typ III) -Serum bzw. Anti-ProkoMagen- 
Peptid-(Typ lll)-Serum gemeinsam mit einer Probe mit 
unbekanntem Gehalt an Prokollagen (Typ Hi) oder Prokolla- 
gen-Peptid (Typ III) zur Reaktion gebracht, der gebildete 
'Antigen-Antikorper-Komplex wird abgetrennt, zweckma&ig 
durch Zusatz ernes gegen das hochspezifische Antiserum 
gerichteten zwetten Antikorpers, und die Radioaktivitat des 
Komplexes oder des Uberstandes gemessen. Hierfur geeig- 
netes hochgereinigtes Prokollagen-Peptid (Typ III) erhalt 
man durch Abbau von Gewebe oder Korperfliissigkeiten mit 
Kollagenase und Retnigung durch Immunadsorption und 
Chromatographic. 
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Radioimmunologische Bestimmung von Procollagen 
(Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III). 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur radioimmuno- 
logischen Bestimmung von Procollagen (Typ III) und Pro- 
kollagen-Peptid (Typ III) und die Herstellung eines fur 
dieses Verfahren geeigneten Prokollagen-Peptids (Typ 
5 III) . 

Prokollagen (Typ III) i st eine biosynthetische Vorlau- 
ferform eines speziellen Kollagens (Typ in) , das 
hauptsachlich im retikularen Bindegewebe vorkommt. Es 
lo unterscheidet sich von Kollagen (Typ III) durch ein zu- 
satzliches, am Aminoende lokalisiertes Peptidsegment 
(Prokollagen-Peptid (Typ III) ) , das sich durch Behand- 
lung mit Kollagenase vom Molekiil abspalten last. 

15 Neuere Immunof luoreszenz-Untersuchungen haben gezeigt, 
daft fibrosierende Prozesse, die z. B. bei Leberzirrho- 
se und Hepatitis auftreten, von einem hohen Umsatz von 
Prokollagen (Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III) 
begleitet sind. Der Nachweis dieser im Blut zirkulie- 

2o renden Antigene erlaubt deshalb eine fruhzeitige Erken- 
nung derartiger Erkrankungen . 

Immunhistologische Untersuchungen gestatten zwar einen 
spezifischen Nachweis dieser Antigene, lassen sich aber 
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nicht quantitativ auswerten. Dadurch ist die Aussage- 
kraft derartiger Methoden begrenzt. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, dieses 
5 Problem zu losen und ein quantitatives, rasch und ein- 
f ach durchzufiihrendes Verfahren zur Bestimmung dieser 
Antigene zu schaffen. 

Es wurde nun gefunden, daft eine quantitative Messung 
lo derartiger Antigene durch eine radioimmunologische Be- 
stimmungsmethode moglich ist. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur radioinCT.unologischen Bestimmung von Prokollagen 

15 (Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III), bei dem 

eine bestimmte Menge radioaktiv markiertes Prokollagen 
(Typ III) oder Prokollagen-Peptid (Typ III) und ein 
hochspezifisches Anti -Prokollagen- (Typ III) -Serum oder 
ein Anti-Prokollacen-Peptid- (Typ III) -Serum gemeinsam 

2o mit einer Probe mit unbekanntem Gehalt an Prokollagen 
(Typ III) oder Prokollagen-Peptid (Typ III) zur Reak- 
tion gebracht werden. In der vom Radio-Immuno-Assay (RIA) 
an sich bekannten Weise konkurriert hierbei das radio- 
aktiv markierte Prokollagen bzw. Prokollagen-Peptid 

25 mit dem in der zu bestimmenden Probe enthaltenen, nicht- 
markierten Prokollagen oder Prokollagen-Peptid um den 
Antikorper, so da£ im gebildeten Antigen-Antikorper- 
Komplex die Radioaktivitat um so geringer ist, je mehr 
nichtmarkiertes Prokollagen bzw. Prokollagen-Peptid in 

3o der zu bestimmenden Probe enthalten ist. Der gebildete 
unlosliche Antigen-Antikorper-Komplex kann in iiblicher 
Weise aus der Losung abgetrennt und die darin enthalte- 
ne Radioaktivitat bestimmt werden. Alternativ ist es 
auch moglich, die in der Losung, also im Uberstand der 

35 Abtrennung des Ant igen-Antikorper-Kompl exes, verblei- 
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bende Radioaktivitat zu messen. Anhand einer Eichkurve, 
die mittels Proben von bekanntem Gehalt an Prokollagen 
Oder Prokollagen-Peptid erstellt wurde, laftt sich dann 
die in der zu untersuchenden Probe enthaltene Menge Pro- 
kollagen oder Prokollagen-Peptid feststellen. 

Die Trennung des Antigen- An tikbrper-Komplexes von der 
Losung kann nach den hierfur dem Fachmann bekannten, 
iiblichen Methoden erfolgen, wie Abf iltrieren, Absaugen, 
Abzentrifugieren und dergleichen. Auch ist es moglich, 
das Antiserum an einen festen Trager, beispielsweise 
die Innenwand eines Reagenzglases gebunden, anzuwenden. 

Vorzugsweise wird das Verfahren so durchgef iihrt , daB die 
Trennung des mit dem hochspezif ischen Anti-Prokollagen- 
(Typ III) -Serum oder mit dem Anti-Prokollagen-Peptid- 
(Typ III) -serum gebildeten Antigen-Antikorper-Komplexes 
von dem nichtumgesetzten Antigen durch die Verwendung 
eines gegen das hochspezif ische Serum gerichteten zwei- 
ten Antikorpers erfolgt. Bevorzugt wird hierfur ein An- 
tikorper gegen T -Immunoglobulin der fur die Gewinnung 
des Antiserums verwendeten Tierart. 

Die Markierung des Antigens, d. h. des Prokollagens 
(Typ in) oder Prokollagen-Peptids (Typ in) mit dem 
Radionuclid, kann mit den fur die Radiomarkierung von 
Proteinen bekannten Methoden durchgef iihrt werden. Als 
Radionuclid wird vorzug-weise Jod 125 verwendet. Zur 
Markierung mit diesem Radionuclid wird die Chloramin- 
T-Methode (Int. Arch. Allergy, 29 185) bevorzugt. 

Fiir die erf indungsgemafte Bestimmungsmethode ist es ent- 
scheidend, daft eine geeignete Quelle zur Gewinnung von 
Prokollagen-Peptid (Typ in) zur Verfugung steht. Es 
hat sich nun gezeigt, dafi die Herstellung von humanem 
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oder tierischem, hochgereinigtem Prokollagen-Peptid (Typ 
III) aus Tiergewebe oder pathologischen Korperf liissig- 
keiten moglich ist, wenn das Gewebe mit Kollagenase ab- 
gebaut und das Prokollagen oder Prokollagen-Peptid aus i 
5 dem Kollagenase-Extrakt oder der Korperfliissigkeit ab- 
getrennt und durch Kombination von chromatographischen 
Methoden und/oder Immunadsorption gereinigt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Ver- 
io fahren zur Herstellung eines fiir das erf indungsgemafie 

Bestimmungsverf ahren geeigneten hochgereinigten Prokol- 
legen-Peptids (Typ III) , welches dadurch gekennzeich- 
net ist, dais humanes oder tierisches Gewebe oder patho- 
logische Korperfliissigkeit oder Kollagen-Extrakte der- 
15 selben mit Kollagenase abgebaut und das dabei gebilde- 
te Prokollagen oder Prokollagen-Peptid aus dem Kolla- 
genase-Extrakt oder der Korperfliissigkeit abgetrennt 
und chromatographisch oder durch Immunadsorption oder 
durch Kombination dieser Methoden gereinigt wird. 

2o 

Als Tiergewebe haben sich fetale Kalberhaut und als Kor- 
perfliissigkeit humane Ascites-Fliissigkeit besonders er- 
giebig zur Gewinnung des Prokollagen-Peptids (Typ III) 
erwiesen. 

25 

Die Reinigung mittels Immunadsorption wird zweckmafcig 
wie folgt durchgefiihrt : In einem ersten Schritt werden 
gereinigte Antikorper gegen Prokollagen-Peptid (Typ 
III) unloslich gemacht. Die Reinigung der verwendeten 

3o Antikorper erfolgt zweckmaftig iiber Af f initatschromato- 
graphie, es kohnen jedoch auch die anderen fiir die An- 
tikorperreinigung an sich bekannten Methoden angewendet 
werden. Bevorzugt werden aus Kaninchen gewonnene Anti- 
korper verwendet. Die Unloslichmachung erfolgt durch 

35 Fixierung an einen festen Trager nach den bekannten Me- 
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thoden der Fixierung biologisch aktiver Proteine an f e - 
ste Trager. Bevorzugt erfolgt die Bindung an mit Brom- 
cyan aktivierte Agarose oder diazotierte p-Aminobenzyl- 
cellulose. Mit dem so hergestellten Antikorperadsorbens 
werden die gegebenenf alls vorgereinigten Extrakte bzw. 
Korperfliissigkeiten dann inkubiert. Das Prokollagen- 
Peptid (Typ in) bindet hierbei an das Antikorperadsor- 
bens und wird dann, zweckmafiigerweise nach Waschen des 
Tragers, mit geeigneten Elutionsmitteln wieder eluiert. 
Geeignete Elutionsmittel lassen sich durch einfache Vor- 
versuche leicht ermitteln. Besonders geeignet erwies 
sich etwa 3 molare KSCN-Losung fur die Elution, jedoch 
lassen sich selbstverstandlich auch andere Salzlosungen 
verwenden . 



Das so hergestellte gereinigte Prokollagen-Peptid (Typ 
III) wird dann zur Immunisierung verwendet und so nach 
den iiblichen Methoden der Antiserumgewinnung ein hoch- 
spezifisches Anti-Prokollagen-Peptid- (Typ III) -Serum her- 
gestellt. Zweckmafiigerweise erfolgt die Immunisierung 
durch subkutane Injektion von Prokollagen-Peptid (Typ 
III) in Versuchstiere, vorzugsweise Kaninchen, in Ge- 
genwart des kompletten Freund'schen Adjuvans. In diesem 
bevorzugten Fall betragt die Antigendosis dabei zweck- 
mafiigerweise etwa 2 mg/Tier. 

Der erfindungsgemafie Radio-Immun-Test erlaubt die Mes- 
sung von Konzentrationen bis in den Bereich von 1 ng/ml . 
Damit ist es moglich, den Test zur Feststellung von An- 
tigen in Humanseren einzusetzen. Ein Vergleich von Pro- 
banden mit Leberfibrose zeigte einen bis zu zehnfachen 
Anstieg in der Konzentration des Antigens, wodurch Le- 
bererkrankungen sicher festgestellt werden konnen. 



e folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter. 
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Beispiel 1 



Durchfuhrung des Radio-Immun-Tests : 



5 



25,ug Prokollagen-Peptid (Typ III) werden mit 1 Milli- 



Curie Jod 125 nach der Chloramin-T-Methode markiert und 
ungebundenes Jod durch Dialyse entfernt. Die weiteren 
Schritte bei der Herstellung des Radio-Immun-Tests wer- 
den vorzugsweise in Gegenvart von 0,04 % eines nichtio- 

lo r. is chen Detergens, wie z B. Tween 2o, durchgef uhrt - Bin- 
cuncskurven mit Antikorpe- werden mit 2 ng markiertem 
Feptid bestimmt. Die Konzentration an Prokollagen-Pep- 
tid {Typ III") in einer unbekannten Probe von Serum oder 
cnceren Korperf liissigkeiten wird in folgendem Inhibi- 

15 tionstest bestimmt: 

Eine bestimmte Menge des Antikorpers wird mit der unbe- 
kannten Probe 6 Stunden bei 4°C vorinkubiert und- nach 
Zugabe von 2 ng markiertem Peptid weitere 12 Stunden bei 
4°C inkubiert- Danach wird ein Uberschufc von Antikorper 

2c cecen Kaninchen-f-Immunglobulin zugesetzt und das im 

Immunkomplex gebundene Antigen aus der Losung abgetrennt 
Die Inhibitionsaktivitat der unbekannten Probe wird mit 
der Aktivitat einer Standard-Konzentration von nichtmar- 
kiertem Prokol lager. -Peptid (Typ III) verglichen. 



Beispiel 2 

Herstellung von Prokollagen-Peptid (Typ III) : 

3o Prokollagen-Peptid (Typ III) wird hergestellt durch Ein- 
wirkung von Kollagenase auf Prokollagen (Typ III) bei 
37°c. Hierbei wird das Peptid keinen Denatuirierungsmit- 
teln ausgesetzt. Zur Herstellung grofcerer Mengen des 
Peptids wird ein modif iziertes Verfahren angewendet. 

35 Alle Verfahrensschritte bis zur Einwirkung der Kollage- 
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nase werden im Kalteraum durchgef iihrt . Die verschiede- 
nen NaCl-Lbsungen, die zur Loslichmachung eingesetzt 
werden, enthalten o f o5 M Tris-HCl, pH 7,4, o,ol M ADTA, 
Natriumazid (2oo mg/ml) und die Proteasen-Inhibitoren 
5 Phenylmethylsulfonylf luorid (3^ug/ml) und p-Chlormer- 
curibenzoat (3yug/ml) . 

Fetale Kalberhaut (3 kg) wird in lo 1 1 M NaCl homoge- 
nisiert und zwei Tage lang extrahiert. Gelostes Kolla- 
gen wird aus dem Extrakt gefallt durch Zugabe von fe- 
stem NaCl bis zu einer Endkonzentration von 2,5 M . Nach 
Riihren liber Nacht wird das Prazipitat durch Zentrifugie- 
rung gesammelt (18oo xg, 2o Minuten) , zweimal mit 2,5 M 
NaCl gevaschen und wieder aufgelost, indem es liber Nacht 
in lo 1 o,5 M NaCl geriihrt wird. Kleine Mengen unlosli- 
chen Materials werden durch Zentrif ugierung entfernt. 
Die so erhaltene Mischung von Kollagen (Typ III) und 
Prokollagen (Typ III) wird dann mit 1,6 M NaCl gefallt. 
Das Prazipitat wird dann in 2 1 o,o5 M Tris-HCl (pH 8,o) 
suspendiert und nach Zusatz von o,o2 M CaCl 2 2o Minuten 
lang bei 5o°C erhitzt und anschliefcend 3 Stunden bei 
37°C zusammen mit 15oo Einheiten bakterieller Kollage- 
nase pro Gramm feuchtes Prazipitat inkubiert. Nach Ein- 
wirkung der Kollagenase wird das gebildete Prazipitat 
durch- Zentrif ugierung abgetrennt und die Losung dialy- 
siert gegen o,oo5 M Tris-HCl, pK 8,6, 8 M Harnstoff und 
liber die DEAE-Cellulosesaule (5,o x 3o cm) gegeben, die 
mit dem gleichen Puffer aquilibriert wurde. 

3o Die auf der Saule gebundenen Proteine werden mit NaCl- 
Losungen ausgewaschen, deren Konzentration von o bis 
o,3 M ansteigt. Die gesamte Elutionsmenge betragt 2 1. 
Die aus der Saule ausfliefcende Losung wird bezliglich 
der Adsorption bei 236 nm und ihrer Antigenaktivitat 

35 durch Verwendung von Antikorpern uberpruft, die spezi- 
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fisch fur das amino-terminale Segment des Procollagens 
(Typ III) sind. Normalerweise enthalt der let2te Peak, 
der aus der Saule eluiert wird, das Prokollagen-Peptid 
(Typ III) . Das Peptid wird durch Dialyse gegen destil- 
liertes Wasser entsalzt und lyophilisiert . Die weitere 
Reinigung erfolgt auf einer Saule mit Agarose A 1,5 M 
(2 x 12o cm), die mit 1 M CaCl 2 , o,o5 M Tris-HCl, pH 
7,5, aquilibriert ist. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur radioimmunologischen Bestimmung von 
Prokollagen (Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III) , 
dadurch gekennzeichnet , dafc eine bestimm- 
te Menge radioaktiv markiertes Prokollagen (Typ III) 
Oder Prokollagen-Peptid (Typ III) und ein hochspezifi- 
sches Anti-Prokollagen-(Typ III) -Serum bzw. Anti -Pro- 
kollagen-Peptid- (Typ III) -Serum gemeinsam mit einer Pro- 
be mit unbekanntem Gehalt an Prokollagen (Typ III) oder 
Prokollagen-Peptid (Typ III) zur Reaktion gebracht wer- 
den, der gebildete Antigen-Antikorper-Komplex abgetrennt 
und die Radioaktivitat des Komplexes oder des Uberstan- 
des gemessen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft ein mit einem Radionuclid markier- 
tes Prokollagen (Typ III) oder Prokollagen-Peptid (Typ 
III) verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi als Radionuclid Jod 125 verwendet 
wird. 



4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , daJS der aus Anti- 
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Prokollagen- (Typ III) -Serum bzw, Anti-Prokollagen-Pep- 
tid-(Typ III) -Serum und Procollagen (Typ III) bzw. Pro- 
kollagen-Peptid (Typ III) gebildete Antigen-Antikorper- 
Komplex von nichtumgesetztem Antigen durch Zusatz eines 
5 gegen das hochspezif ische Antiserum gerichteten zweiten 
Antikorpers und Abtrennung des damit gebildeten Komple- 
xes vom Ober stand, abgetrennt wird. 

5. Verfahren zur Herstellung von fiir das Verfahren 

lo von Anspruch 1 bis 4 geeignetem hochgereinigtem Prokol- 
lagen-Peptic (Typ III) , da durch gekennzeich- 
n e t , da£ hur.ar.es oder tierisches Gewebe oder patho- 
logische Korperf liissigkeiten bzw. Kollagenextrakte da- 
von mit Kollacenase abgebaut und das dabei gebildete 

15 Prokollagen oder Prokollacen-Peptid abgetrennt und durch 
Kombination von chromatographischen Methoden und/oder 
Immunadsorption gereinigt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, -dadurch g e k e n n - 
2o zeichnet, da& als Tiergewebe fetale Kalberhaut 

bzw. als Korperf lussigkeit humane Ascitesf lussigkeit 
eingesetzt wird. 

7. Verfahren zur Herstellung eines hochspezif is chen 
25 Anti-Prokollagen-Peptid- (Typ III) -Serums, dadurch 

gekennzeichnet , daft ein nach Anspruch 5 
oder 6 hergestelltes Prokollagen-Peptid (Typ III) zur 
Immunisierung von Versuchstieren verwendet und deren 
Serum gewonnen wird. 

3o 
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